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はじめに
ヒトゲノムの完全解析を期に，ゲノムから派生
するトランスクリプトームやプロテオームのよう
にRNAや翻訳タンパクの網羅的解析が試みられて
きた．タンパクの分析は，核酸のように増幅でき
るわけではないが，構成アミノ酸は約 20 種で，タ
ンパク質間の存在する量のレンジは大きいものの，
質量分析法の進歩に伴って，タンパク質をそのま
まmSに導入して解析する方法と，タンパク質を
ペプチドに断片化した後，mSに導入して配列解析
を行う，いわゆるショットガンプロテオミクスで
分析されている．1,2）分析結果を，タンパクのリン
酸化などの翻訳後修飾は別としても，ゲノム情報
に基づくアミノ酸配列の情報データベースと照合
しながら解析可能となってきた．
近年，ステロイド，プロスタノイド，アシルグ
リセリド，リン脂質，糖脂質，遊離脂肪酸など一
連の脂質についても，metabolomics 解析の対象と
して注目され，特にステロイドでは steroidomics
解析の重要性が提唱されている．3,4）しかしながら，
脂質関連の物質は，極めて分子多様性に富むことか
ら，質量分析によるプロテオーム解析の基本となる
ペプチド配列分析のような，画一的な手法を構築す
ることは困難であるため，各分子種ごと，それらが
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Table1. Diagnosticratiosfordiﬀerentialdiagnosisofinbornerrorsofsteroidogenesisandsteroidmetabolism（ref.19,
一部改変）
Enzymedefect（Gene） Diagnosticratio
21-Hydroxylasedeﬁciency（CYP21A2） 17OHP/(THE＋THF＋5αTHF）PT/(THE＋THF＋5αTHF）PTONE/(THE＋THF＋5αTHF）
11β-Hydroxylasedeﬁciency（CYP11B1） THS/(THE＋THF＋5αTHF）
17β-Hydroxylasedeﬁciency（CYP17A1） (THA＋5αTHA＋THB＋5αTHB)/(THE＋THF＋5αTHF）（THA＋5αTHA＋THB＋5αTHB)/(A＋Et）
3β-Hydroxylasedeﬁciency（HSB3B2） DHEA/(THE＋THF＋5αTHF）5PT/(THE＋THF＋5αTHF）
P450oxidoreductasedeﬁciency（POR） (17OHP＋PT)/(A＋Et）（17OHP＋PT)/(THE＋THF＋5αTHF）PD/(THE＋THF＋5αTHF）5PD/(THE＋THF＋5αTHF）（THA＋5αTHA＋THB＋5αTHB)/(THE＋THF＋5αTHF）
Apparentmineralcorticoidexcess（HSD11B2） F/E（THF＋5αTHF)/THECortols/cortolones（F＋E)/(THE＋THF＋5αTHF）
Apparentcortisonereductasedeﬃciency（ACRD)(H6PDH） THE/(THF＋5αTHF）Cortolones/cortols
5α-Reductasedeﬁciency（SRD5A2） Et/ATHB/5αTHBTHF/5αTHF
17β-Hydroxysteroiddehydrogenasedeﬁciency（HSD17B3) (A＋Et)/(THE＋THF＋5αTHF）
Abbreviations:A:androsterone,Et:etiocholanolone,DHEA:dehydroepiandrosterone,F:cortisol,E:cortisone,5PT:pregnenetriol（Δ5），5PD:pregnenediol（Δ5），PT:pregnanetriol,PD:pregnanediol,PTONE:pregananetriolone,17OHP:17α-hydroxyprogesterone,THA:tetrahydro-A,THB:tetrahydro-B,5αTHA:allotetrahydro-A,5αTHB:allotetrahydro-B,THE:tetrahydro-E,THF:tetrahydro-F,5αTHF:allotetrahydro-F,THS:terahydro-S
属するグループの化学構造にふさわしい抽出，分析
手段と解析法の構築が必要である．また，各グルー
プ内では，病態や生理機能に直接関与する分子種の
みならず，その分子種が位置する上流や下流の代謝
物を網羅的に精査することも，生体機能の病態の状
況を探る目的で重要となっている．ステロイドの分
野におけるマーカーの一例をTable1 に示した．5）
個々のステロイド分子の生体濃度のレンジは
広く，かつ微量であるため，これらの網羅的分
析にはガスクロマトグラフィー−質量分析（gas
chromatography-massspectrometry:GC-mS）法が
用いられてきた．6−11）GC-mS 法でステロイド分子
の微量定量を行う場合，固有の官能基を揮発性，
熱安定性に優れた誘導体に導く必要があり，誘導
体の選択の良否が，分析の特異性と迅速性を大き
く左右する．特に，水酸基に揮発性と熱安定性を
付与する目的で，trimethylsilylimidazole や N,O-
bistrimethyl-silyltriﬂuoroacetamide のシリル化剤と
して用い，トリメチルシリル（TmS）エーテル誘
導体化がEi-イオン化法を用いたGC-mS 法による
ステロイド分析において一般的である．しかしな
がら，TmSエーテル誘導体は，化学的に安定性に
乏しく，また電子衝撃（Ei)-マススペクトル法にお
いて，分子イオンからTmS分子が脱離した断片イ
オンが低質量域に出現する場合が多い．ステロイド
において選択イオン検出（selectedionmonitoring:
Sim）法を高感度で定量を行うためには，相対強度
の大きいイオンを分子イオン近傍の高質量域に存在
するような誘導体を選択することが望ましく，種々
の誘導体が開発され，12−18）ステロイドの代謝マッピ
ングの作成や先天性代謝異常の診断に貢献してきて
おり，現在その有用性が新たに見直されている．19）
一方，GC-mS法では，カラムに高い温度がかかる
ため，誘導体化を工夫しても，熱分解等によって検
出できない分子種も多数あると推定される．
また，1990 年代後半から，エレクトロスプレー
イオン化（ESi）や大気圧化学イオン化（APCi），
大気圧光イオン化（APPi）プローブの開発と高感
度化により，高速液体クロマトグラフィー（HPLC)
-mSも実用化段階に入り，揮発性に乏しく，熱に不
安定なステロイドを含めて，GC-mSと同等な感度
で測定できるようになってきた．しかし，ステロイ
ド分子の骨格，官能基等の違いによって，検出感
度は各々異なり，十分な感度が得られない場合も
少なくなく，近年では，HPLC-mS を用いてステロ
イド分子を高感度で測定するための手段として，
誘導体調製が積極的に取り入れられつつあり，20−22）
ステロイド分子のHPLC-mS 分析による高感度分析
において，新たな展開がなされようとしている．
ここでは水酸化ステロイドを中心に，targeted
steroidomics 解析法構築への鍵を握る誘導体化研究
の現状と，質量分析法，特にHPLC-mS を基盤とし
た非抱合型のエストロゲン，アンドロゲン，C21-ス
テロイドならびにステロール関連代謝物の
steroidomics 研究の基本となるプロファイル分析へ
の応用について解説する．
HPLC-MS用誘導体開発の戦略
非抱合型のステロイド類を網羅的に定量する
targetedsteroidomics 研究において，ステロイド類
を酵素等で脱抱合後，揮発性誘導体に導いた後GC-
mSあるいはGC-タンデム質量分析（mS/mS）で
定量する従来の方法に加え，HPLC-mS/mS（ESi-
あるいはAPCi）法が極めて有効な手段となりつつ
ある．HPLC-mS 法は，試料注入から質量分析（選
択反応検出：selectedreactionmonitoring;SRm）ま
での工程の全自動化が可能で，かつHPLCの溶離
液を直接分析可能であり，本来，誘導体化を必要
としない highthroughput な手法である．しかしな
がら非抱合型ステロイド分子は，タンパクやペプ
チドなどの極性分子とは異なり，HPLC-mS/mS
（SRm）を直接用いても，代謝経路の概略（Fig.1,
4,6,8）に示されるよう，化学構造の多様性から，
プロテオミクス解析で得られる peptidesequence
のような画一的な結果が容易に得られないのが現
状である．
ステロイド分子の中には，HPLC-ESi-mS/mS や
HPLC-APCi-mS/mS で直接，満足できる感度で検
出できる分子種もあるが，一方では，その分子の
化学構造の多様性という障壁を超えて，ある程度
一定した検出感度で，網羅的な分析し得る手法の
開発が望まれている．この点を breakthrough する
方法として，ステロイドを積極的に誘導体に導き，
検出感度を向上させる手法が，試行錯誤のうちに
も，次第に成果が集積しつつある．
ステロイド分子の網羅的定量法の確立という課
題を達成するための誘導体化の選択指標として，
現在のところESi-mS に対しては，ステロイド分
子に恒久的電荷を付与し，分子を安定な陽イオン
として取り出せること，20,21,23）ステロイド分子にプ
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ロトン親和性の大きい，別分子を結合させ，プロ
トン化分子（あるいはその他のカチオン付加分子）
の生成を助けることを目的とした誘導体がデザイ
ンされ，24−26）さらにAPCi-mS に対しては，APCi
のコロナ放電と窒素ガスによって生成する低エネ
ルギー熱電子を捕獲し，解離共鳴（EC-APCi）に
より負イオンを作り出すペンタフルオロベンジル
基のステロイド分子への導入 27,28）等が挙げられ，
これらの指標を中心に研究が展開されている．
エストロゲンの誘導体化
エストロゲンは，Fig.1 に示されるように，A
環に特有のフェノール性水酸基を有する C18 のス
テロイドである．エストロン（estrone:E1）とエ
ストラジオール（estradiol:E2）を例にとると，
誘導体化ではこのフェノール性の水酸基，あるい
は D環上にある 17 位水酸基および 17 位カルボニ
ル基が誘導体化の対象官能基となる．HPLC-mS
法による E1 および E2 の微量定量を目的とした誘
導体として，Fig.2 に示す構造の誘導体が報告さ
れている．これらのうち，N-メチルピリジニウム
エーテル（NmP），23,29）N-メチルニコチン酸エステ
ル（mNA），30）1-(2,4-ジニトロフェニル)-4-ジメチ
ルピペラジニウムエーテル（mPPZ）31）および
Girard-T（GT）32）誘導体は，いずれも恒久電荷型
である．NmPやmNA誘導体はフェノール性水酸
基とアルコール性水酸基が誘導化されるが，いず
れの誘導体化もエスラジオールのように複数の水
酸基を有するエストロゲンでは，誘導体調製には
反応時間の制御など，条件の最適化が必要であり，
かつ，単一の誘導体を得ることは難しいとされる．
mNA誘導体も水酸基対象であるが，反応条件を制
御することによりフェノール性水酸基のみエステル
化し得る．mPPZ誘導体も，E1およびE2の 3位
水酸基に導入可能で最小検出限界（LOD）が 0.15
pg/oncolumnで高い検出感度を有するが，試薬の
調製や誘導体化が煩雑である．またGT誘導体化は
カルボニル基に選択的な反応であり，水酸基のみを
有するエストロゲンの分析には用いられない．
一方，ダンシル（Dansyl）26,29,33）および 3-ピリジ
ンスルホン酸エステル誘導体（PS）34）は，いずれ
もプロトン親和型誘導体であり，Dansyl 誘導体化お
よびPS誘導体化は，反応条件の制御により，通常
フェノール性水酸基を選択的に誘導体とすることが
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Fig.1.BiosyntheticandmetabolicPathwayofEstrogensandRelatedEnzymes
i:aromatase（CYP19A),ii:17β-HSD-2;17β-HSD-14,iii:17β-HSD-1;17β-HSD-7;17β-HSD-12;AKR1C3,iv:CYPs1A1;1A2;3A4,v:CYPs
1A1;1A2;1B1;3A4,vi:CYPs1A1;2C8;3A4;3A5;3A7,vii:CYPs1A1;2C8;3A4;3A5;3A7,viii:catechol-O-methyltransferase（COmT）．
できる．また，エストロゲンのフェノール性水酸基
はペンタフロロベンジル（PFB）ブロミドと反応
し，PFBエーテル誘導体が得られる．この誘導体は
EC-APCi-mSに応答することが報告されている．27,35）
ここに挙げた誘導体の多くは，エストロゲンの
steroidomics 解析を目指して，フェノール性水酸基
に着目した誘導体化で，それぞれの利点はあるもの
の，エストロゲン以外のステロイドを含めた
steroidomics 解析には応用できないのが現状である．
XuらはDansyl 誘導体を用いて 14 種類のエスト
ロゲンのプロファイリングを報告 26）している．
Yang らは 16 種類のエストロゲンについて，それ
らをmN誘導体化およびDansyl 誘導体化を行い，
一斉分析を行って比較した結果，Dansyl 誘導体で
は十分な分離が得られないが，16 種類をmN誘導
体でほぼ分離できることを報告している．30）エス
トロゲンのmN誘導体の LODは 0.36～2.34ng/mL
（1.8～11.71pg/oncolumn）であり，APCi 法を用
いた非誘導体（［m-H]−検出）の LOD（0.014～
15.70μg/mL）に比較して飛躍的な感度上昇が達成
されたものの，Dansyl 誘導体の LOD（0.25pg/on
column，最小定量限界（LOQ):0.013～0.02ng/0.5
mLurine）26,33）には及ばず，絶対的感度として十
分とはいえない．また，エストロゲンの PSエステ
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Fig.2.ProposedDerivatizationofEstrogensforHPLC-mS
E1:estrone,E2:estradiol,NmP:N-methylpyridinium,GT:Girard-T,mNA:N-methylnicotinyl,mPPZ:1-(2,4-dinitrophenyl)-4-
dimethylpiperadinium,Dansyl:5-(dimethylamino)naphthalene-1-sulfonyl,PS:2-pyridine-sulfonyl,PA:picolinyl,PFB:pentafluorobenzyl
Fig.3.DerivatizationofEstroneandEstradiolwithPicolinicAcid
PA:picolinicacid,mNBA:2-methyl-6-nitrobenzoicanhydride,DAP:4-dimethylaminopyridine,TEA:triethylamine,THF:tetrahydrofuran
ル誘導体は，主に E2 を用いて基礎検討されてお
り，HPLC-ESi-mS/mS 法（positive）で 10pg/mL
serumの LOQ（2pg/oncolumn）が報告されてい
る．34）一方，エストロゲンの 3-PFB 誘導体と EC-
APCi-mS 法による負イオン検出によるE1および
E2 ならびにカテコールエストロゲンなど，6種類
の代謝物を含めた一斉定量では，5pg/mLserum
の LOQが得られている．36）
著者らは，ステロイド水酸基に着目し，普遍的に
プロトン親和性を付与できる水酸基の誘導体を検討
したところ，ピリジンカルボン酸エステル誘導体，
中でも2-ピリジンカルボン酸（ピコリン酸：PA）エ
ステルが最も適していることを見いだした．25）そこ
でエストロゲン（E1，E2および estriol:E3）のPA
エステルを調製し，ESi-mSに対する挙動を精査し
た結果，水酸基の個数に関わらず，いずれのエスト
ロゲンもプロトン化分子を基準ピークとして与え
た。また，これらのエストロゲンのPAエステル誘
導体は優れたESi応答性を有することを見いだし，
エストロゲンの steroidomics 解析に有用であること
明らかにした．エストロゲンのピコリン酸エステ
ルはFig.3 に示した方法で，合成スケールでも微
量定量スケールでも容易に調製でき，過剰の試薬
類は固相抽出法で容易に除去可能である．さらに，
生成した誘導体は，メタノール中では，やや不安定
であるが，アセトニトリルを溶媒として用いると保
存安定性の優れていた．E1とE2の PAエステルの
LODは，それぞれ 1pg/mLおよび 0.5pg/mLserum
であり，優れたESi応答性を示した．37）また，本誘
導体化により，これらエストロゲンの血清中濃度の
みならず，唾液中濃度や乳がん組織中濃度測定にも
応用可能であることを確認した．また，PA誘導体
化はカテコールエストロゲンの定量にも応用可能
で，2-OHE1，2-OHE2，4-OHE1および 4-OHE2の異
性体の相互分離にも適しており，各成分のLOQは
20pg/mLであった．38）
アンドロゲンの誘導体化
アンドロゲンは，Fig.4 に示すよう，A環および
D環に水酸基とカルボニル基を有し，これらが誘
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Fig.4.BiosyntheticandmetabolicPathwayofAndrogensandRelatedEnzymes
i:CYP17A1,ii:17β-HSD-3,iii:SRD5A,iv:CYP11B1,v:AKR1C,AKR1D,vi:SRD5A,AKR1C,vii:SRD5A,AKR1C,viii:AKR1D,3β-HSD-
1,AKR1C,ix:3β-HSD-2,SRD5A,AKR1C,x:3β-HSD-2,xi:CYP21A2,xii:CYP17A1,xiii:AKR1C,AKR1D,xiv:SRD5A,AKR1C,xv:AKR1C,
xvi:CYP2C11,xvii:CYP3A1,CYP3A2,CYP2B1,xviii:CYP2A1,xix:CYP2A2,xx:CYP2C11.
導体化の対象官能基となる．HPLC-mS 法によるテ
ストステロン（T）およびその活性代謝物であるジ
ヒドロテストステロン（DHT）ならびにデヒドロ
エピアンドロステロン（DHEA）の微量定量を目
的とした誘導体として，Fig.5 に示す化学構造の誘
導体が報告されている．これらのうちNmP，23,39）
2-ヒドラジノ-N-メチルピリジン（HmP），40−42）4-
(4-ジメチル-1-ピペラジニウム)-3-ニトロフェニルカ
ルバメート（mAPZ）31）および Girard-P（GP）21,40）
誘導体は恒久電荷型であり，NmPエーテル誘導体
はでは 3 位あるいは 17 位水酸基が誘導体化され
る．特にDHTは NmPエーテル誘導体化によって
ESi-mS に高感度で応答し，5pg/sample の LOQ
が報告されている．23）また，この誘導体は前立腺
組織中のDHTの定量にも応用されている．また，
TおよびDHEAの NmPエーテル誘導体の LOD
は，1.5pg/oncolumn および 2.5pg/oncolumn で
あり，非誘導体分子に比較して 13 倍および 320 倍
の高感度化が達成されている．40）HmPおよび GP
誘導体化はアンドロゲンのA環およびD環のカル
ボニル基を対象としたものであるが，これらの誘
導体化もアンドロゲン分析において高感度化が得
られており，T，DHTおよびDHEAの HmP誘導
体の LODはそれぞれ 0.3pg/oncolumn，0.5pg/on
column および 0.6pg/oncolumn で，非誘導体分子
に対し，それぞれ 70 倍，1600 倍および 130 倍の高
感度化が達成されている．40）また，T および
DHEAの GP誘導体の LODは，それぞれ 3pg/on
column および 1.2pg/oncolumn で，非誘導体分子
に対し，それぞれ 7倍および 670 倍の高感度化が
達成されている．40）しかしながら，これらの誘導
体化で得られるシッフ塩基は syn-および anti-型の
幾何異性体の生成に基づき，クロマトグラム上 2
本のピークとして観察される場合があり，相互分
離を目標とした微量定量分析には適さない．特に
Tの GP誘導体は，ブロードなクロマトグラムを示
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Fig.5.ProposedDerivatizationofAndrogensforHPLC-mS
T:testosterone,DHT:dihydrotestosterone,NmP:N-methylpyridinium,HmP:2-hydradino-N-methylpyridyl,mAPZ:4-（4-dimethyl-1-
piperadinium）-3-nitrophenyl-carbamate,GP:Girard-P,HOX:hydroxime,HP:2-hydradinopyridyl,PDC:pyridine-2,3-dicarboxyl,PA:picolinyl,
EtOX-Ac:O-ethyloxime-acetyl
すとされている．またアンドロステンジオン
（AD）やプロゲステロン（P）などのようなカルボ
ニル基を 2つ有するアンドロゲンの誘導体化では，
非誘誘導体に比較して感度の向上は認められてい
ない．また，DHT と DHEA のmAPZ 誘導体の
LODは，それぞれ 0.3pg/oncolumn および 0.4
pg/oncolumn で，高い検出感度を有するが，31）エ
ストロゲンのmPPZ誘導体と同様，試薬の調製や
誘導体化が煩雑である．
一方，ピリジン−ジカルボン酸半エステル（PDC），43）
PAエステル，37,44）ヒドロキシム（HOX），24,45）2-
ヒドラジノピリジン（HP）46）および 2-ヒドラジノ
-4-トリフロロメチルピリミジン（HTP）47）は，い
ずれもプロトン親和型誘導体であるが，これらの
うち PDC誘導体および PAエステル誘導体は，水
酸基が対象官能基である．PDC誘導体調製にはピ
リジン-2,3-ジカルボン酸無水物を用いるため，生成
物は常に，2-カルボン酸エステルと 3-カルボン酸エ
ステルの混合物となり，クロマトグラムは複雑に
なる．また，HOXと HP誘導体は，HmPや GP誘
導体と同様，A環およびD環のカルボニル基を対
象としたものであるが，得られるシッフ塩基（ヒ
ドラゾン）はいずれも syn-および anti-の幾何異性
体の生成に基づき，クロマトグラム上 2本のピー
クとして観察される場合もあり，この場合もクロ
マトグラムは複雑になり，一斉分析を目的とした
誘導体化として適しているとはいえない．
プロトン親和型誘導体では，HOX 誘導体の
LODは TおよびDHTで 0.5fmol（0.12pg)/on
column であり，45）また，HP誘導体での LODは
TおよびDHEAでそれぞれ 0.7pg/oncolumn およ
び 0.4pg/oncolumn であり，非誘導体に比較して
6倍および 1600 倍の高感度化が達成されている．
HP 誘導体は，恒久電荷型の HmP 誘導体と異な
り，ADや Pにおいても非誘導体に比較して 3～8
倍の感度上昇が認められている．46）一方，PDC誘
導体での LOQ は T および DHT でそれぞれ 200
pg/mL および 10pg/mL との報告がある．43）PA
エステル誘導体化では，TおよびDHTは 17 位水
酸化に，DHEAでは 3位水酸基に定量的に導入さ
れた．ヒト血清における LOQは，TおよびDHT
はいずれも 1pg/0.2mLserumであった．また，
前立腺組織ではTおよびDHTはそれぞれ 0.5pg/3
mgtissue および 1pg/3mgtissue で高感度な一斉
定量が可能となった．44）最近報告されたHTP誘導
体での LOQ は T および DHT でそれぞれ 0.1
ng/mL および 0.5ng/mL であった．47）プロトン親
和型誘導体はHPLC-APCi-mS/mS にいても利用さ
れ，Tの 3-エトキシム-17-アセチル（EtOX-Ac）誘
導体で LOQは 0.2ng/mLserumとの報告もある
が，検出感度はあまり高くない．48）このように，
アンドロゲンの分野でも誘導体の開発は，非誘導
体では LC-mS に対する応答性が極めて低いデヒド
ロエピアンドロステロン（DHEA）やDHTの微量
定量に対して有用であることが証明された．
コルチコステロイドの誘導体化
Fig.6 に示されるよう，コルチコステロイドはプ
レグネノロン（P5）と 17-ヒドロキシプレグネノロ
ン（17OHP5）より副腎で生合成される．コルチコ
ステロイドの steroidomics 解析は，コルチゾール
生合成，代謝に関わる側鎖の酸化酵素の先天的欠
損による新生児診断に用いられる．コルチゾール
始め，Δ4-3-keto 構造を有するC21-ステロイドは，
HPLC-mS により高感度（0.02～2ng/sample;
APPi）49）で定量可能であるが，Δ5-3β-OHの部分構
造あるいはAおよびB環に存在するカルボニル基
や二重結合が還元された代謝物はESi 応答性が低
く（2.5～500ng/sample;positive），50,51）さらに 20
位カルボニル基が還元された代謝物を含めて網羅的
に定量するためには，誘導体化が不可欠となる．ま
た，HPLC-mS法により，非誘導体でC21-ステロイ
ド類を一斉分析した例はない．プレグナンとコルチ
コステロイドの微量定量を目的とした誘導体とし
て，Fig.7 に示す構造の誘導体が報告されている．
これらのうち，HmP，40）GP，21）NmP 40）と
mAPZ誘導体 31）は ESi-mS 用の恒久電荷型であ
り，HmPと GP誘導体化はカルボニル基を，NmP
とmAPZ誘導体化は水酸基を対象官能基とする．
P5 の HmP と GP 誘導体の LOD はともに 0.5
pg/oncolumn で，非誘導体に比較していずれも
500 倍の高感度化が達成されている．HmP誘導体
はC21-ステロイドの 5α-reductase ならびに 3α-HSD
および 3β-HSD による代謝物（3α-hydroxy-5α-
pregnan-20-one:AP，3β-hydroxy-5α-pregnan-20-one:
EAP，5α-pregnane-3,20-one:DHP）の定量にも有効
であり，いずれの代謝物についても 0.25ng/mL の
LOQが得られている．52）また，mAPZ誘導体は
P5およびAPにおいてそれぞれ 0.4pg/oncolumn
と 0.2pg/oncolumn の LODが得られており，非誘
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導体の 500～630 倍の感度上昇が報告されている．
P5 の NmP誘導体の LODは 20pg/oncolumn で，
HmPや GP誘導に及ばなかったが，mAPZ誘導体
では LODは 0.4pg/oncolumn となり，非誘導体に
比較して 630 倍の高感度化が確認されている．31）
電子吸引性の置換基を有するDNBと NFPH誘導
体 53）も知られており，それぞれ水酸基とカルボニ
ル基が対象官能基であるが，主にAPCi-mS の負イ
オン検出モードで感度が高く，ラット脳内のテト
ラヒドロコルチコステロン（THB）異性体の定量
に用いられている．いずれの誘導体においても
LOQは 1ng/50mgtissue と，非誘導体化に比較し
て 40～60 倍の感度上昇が確認されているが，絶対
的感度が十分高いとはいえない．
プロトン親和型誘導体としては，HPおよび PA
誘導体が挙げられる．HP誘導体はプレグナン類の
A環および側鎖のカルボニル基を対象としたもの
であるが，得られるシッフ塩基はいすれも syn-お
よび anti-の幾何異性体の生成に基づき，クロマト
グラム上 2本のピークとして観察される場合があ
り，さらに水酸基のみを有するプレグナン類には
応用できない．HP誘導体化は 17OHP5 および 17-
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Fig.6.BiosyntheticandmetabolicPathwayofCorticosteroidsandRelatedEnzymes
i:CYP17A1,ii:3β-HSD-2,iii:CYP21A2,iv:CYP11B1,v:CYP11B2,vi:CYP11B2,vii:11β-HSD-2,viii:11β-HSD-1,ix:SRD5A,AKR1C,
AKR1D,x:AKR1C,20β-HSD,xii:AKR1C,AKR1D.
ヒドロキシプロゲステロン（17OHP）の微量定量
に応用されており，17OHP5 および 17OHP の
LOQはそれぞれ 1ng/mL および 0.5ng/mLurine
で新生児の先天性副腎過形成症診断の bloodspot
テストに有用であった．54）
プロトン親和型誘導体として著者らが見いだし
た，PAエステル誘導体化をプレグネノロンや各種
コルチコステロイドおよびそれらの代謝物に応用
し，ESi-mS に対する挙動を精査したところ，プレ
グナン類やコルチコステロイドの誘導体化では，
3，20 および 21 位の水酸基がエステル化されるが，
立体障害のある 11β-位および 17α-位の水酸基はエ
ステル化されないことが分かった．55）また，いず
れのC21-ステロイドも，クロマトグラム上で単一
ピークが得られ，ESi-mS ではプロトン化分子を基
準ピークとして与えた．水酸基を対象官能基とす
る誘導体化の中では，プレグナン類に加えコルチ
コステロイドとその代謝物まで広く応用できる誘
導体化は，PAエステル化のみと考えられる．複雑
なヘミアセタール構造を有するアルドステロン分
子も，ヘミアセタール部分をエタノール／塩化水
素でアルコキシ化した後，21 位水酸基を PA誘導
体として，他のプレグナン類やコルチコステロイ
ド類と同様に SRmで定量可能であった．PA誘導
体化により，コルチゾール（F），6β-OH-F，コル
チゾン（E），コルテキソロン（S），コルチコステ
ロン（B），デヒドロコルチコステロン（A），デオ
キシコルチコステロン（DOC）などのΔ4-3-keto 体
に加え，還元された代謝物である THA，THB，
THE，THF，alloTHFなどのテトラヒドロ体，56）
さらに代謝が進んだ cortol，β-cortol，cortolone，β-
cortolone を含めた一斉分析も可能となった．PA
誘導体を用いた SRm法における LOQは，コルチ
コステロイド類およびテトラヒドロ体で 0.1ng/mL
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Fig.7.ProposedDerivatizationofC21-SteroidsforHPLC-mS
P5:pregnenolone,THB:tetrahydro-B,F:cortisol,aldo:aldosterone,HmP:2-hydradino-N-methylpyridyl,mAPZ:4-(4-dimethyl-1-pipera-
dinium)-3-nitrophenylcarbamate,NmP:N-methylpyridirium,GP:Girard-P,DNB:2,4-dinitrobenzoyl,FNPH:trifluoromethyl-
nitrophenylhydrazone,HP:2-hydradinopyridyl,PA:picolinyl
saliva であった．また，アルドステロンも，ヘミア
セタールのアルコキシ化過程を含む一連の誘導体
化 57）により，これらのコルチコステロイド類のプ
ロファイルに加えることが可能で，LOQ は 1
pg/0.2mLserumの高感度分析が達成された．58）
しかし，6β-OH-F のような酸性条件に弱い化合物
があり，アルドステロン誘導化時のアルコキシ化
条件における 6β-OH-F の安定性を保つ工夫が必要
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Fig.8.BiosyntheticandmetabolicPathwayofSterolsandRelatedEnzymes
i:3β-HS-Δ24-reductase,ii:lanosterol14α-demethylase,iii:3β-HS-Δ14-reductase,iv:3β-HSD,v:3β-HS-Δ8,Δ7-isomerase,vi:3β-HS5-desaturase,vii:
3β-HS-Δ7-reductase,viii:CYP3A4,ix:CYP7A1,x:CYP11A1,xi:CYP46A1,xii:CH25H,xiii:CYP27A1.
であった．この方法はアルドステロンと同様な部
分構造を持ち，近年原発性アルドステロン症の診
断に利用されつつある 18-オキソコルチゾール（18-
oxo-F）の誘導体化への応用も期待される．
ステロールの誘導体化
Fig.8 にコレステロールの生合成と水酸化の代謝
経路を示した．生合成前駆体やコレステロールの
水酸化代謝物は，脂質代謝の恒常性維持との関わ
りにおいて重要な意味を持ち，コレステロールの
生合成，吸収および代謝異常の診断に重要な血清
バイオマーカーである．微量成分を含むこれらコ
レステロール前駆体および水酸化コレステロール
の定量では感度に優れたGC-mS 法が主流であった
が，59−61）熱に不安定なエポキシ体 62）は分析条件で
分解する．コレステロールやオキシステロール類
は中性で脂溶性が高いため，これまで主にHPLC-
APCi-mS 法で検討されてきた．63,64）コレステロー
ルはHPLC-APCi-mS/mS 法により 2.2pmol/on
column，オキシステロールは 0.5～2.0pmol（0.2～
0.8ng)/oncolumn の LODで定量されているが，
十分な感度とはいえない．コレステロールやオキシ
ステロール類のHPLC-ESi-mS 法では，Fig.9 に示
されるように，電気化学的に活性なFc 誘導体，65）
ならびにNmP 20）および GP誘導体 22）のような恒
久的電荷型の応用が報告されている．特にコレス
テロールの Fc 誘導体の LOD は 41 amol/on
column と高感度である．65）また，オキシステロー
ルのΔ5-3β-OH構造をΔ4-3-keto 体に変換後，GP誘
導体とする方法での LODも＜2.5fmol/oncolumn
との報告があるが，これらの誘導体化による各ス
テロール類の相互分離を含めた一斉微量定量法の
構築には至っていない．
一方，著者らが見いだしたプロトン親和性の PA
エステル誘導体化は水酸基を一工程で誘導体化で
きるため，コレステロールやオキシステロール類
の分析にも有用であることが示されている．代謝
物の一つである 7α-ヒドロキシ-4-コレステン-3-オン
の PA誘導体はHPLC-ESi-mS 法においてプロトン
化分子が基準ピークとして観察され，非誘導体に
比較すると感度は 1000 倍程度上昇し，100fg/on
column の LODが得られている．66）PA誘導体化
によりコレステロールを 260amol（oncolumn），
オキシステロール類を 5～25amol（oncolumn）の
高感度で検出できることが判明し，ステロール類
やオキシステロール類の一斉分析にも有用である
ことを明らかにした．67,68）PA誘導体化を用いてコ
レステロール代謝の前駆体を測定することにより，
各段階の酵素欠損に基づく，desmosterolosis，
Antley-Bixlersyndrome，HEm/Greenbergskeletal
syndrome，CHiLDsyndromeorNSDHLdeﬁciency，
X-linkeddominantchondro-dysplasiapunctatatype-
2，Conradi-Hünermann-Happlesyndrome，latho-
sterolosis，Smith-Lemli-Opitzsyndrome などの遺伝
的疾患の診断の可能性が示されている．また，脂
質代謝の重要な指標となるコレステロール代謝物，
4β-OH-，7α-OH-，22R-OH-，24S-OH-，25-OH-およ
び 27-OH-体，ならびに不安定な 24S,25-エポキシコ
レステロールのHPLC-ESi-mS/mS による一斉定量
にも有用であることは興味深く，これらのオキシ
ステロールの steroidomics 解析は脂質代謝関連疾
患の診断，治療評価に応用されつつある．C18 カ
ラムではmS/mSで類似の挙動を示す 7α-OH-体と
7β-OH-体の分離，7α-ヒドロキシ-4-コレステン-3-オ
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Fig.9.ProposedDerivatizationofCholesterolforLC-mS
Chol:cholesterol,Fc:ferrocene-carbamoyl,NmP:N-methylpyridinium,GP:Girard-P,PA:picolinyl
ンと 24S,25-エポキシコレステロールの分離および
大量のコレステロールに近接して溶出するラノス
テロールに注意を払う必要がある．
HPLC-MSによる水酸化ステロイドの targeted
steroidomics解析
HPLC-mS の誘導体開発は，ステロイド分子に存
在するカルボニル基と水酸基をターゲットとして
進められてきた．恒久的電荷型，プロトン親和型
いずれにおいても，カルボニル基をターゲットと
した場合，オキシムやヒドラゾンの形成による
anti-および syn-幾何異性体の生成は不可避であり，
誘導体によってはクロマトグラムが複雑となり
steroidomics 解析には応用しにくい．さらに，カル
ボニル基を 2つ合わせ持つアンドロステンジオン
やプロゲステロンに対する恒久電荷型誘導体は，
カルボニル基を１つ持つステロイドに比較すると，
非誘導体に対して検出感度の著しい向上は確認さ
れていないばかりか，必ずしも分子イオンの情報
は得られず，2価イオンや脱プロトン化イオンの出
現など，複雑なESi-mS の挙動を示すとされる．
一方，水酸基をターゲットとする場合は，水酸
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Table2. PositiveESi-SRmandHPLCdataofthepicolinylderivativeofeachhydroxylsteroid.a
Steroids Derivatives SRmcondition tR（min）ctransition（m/z） CE（V) Pattern b
Estrone 3-Pi 376→ 78（157） 43 B 25.2
Estradiol 3,17-diPi 483→370（264） 17 A 31.4
Estriol 3,16,17- triPi 604→481 26 A 24.9
2-Hydroxyesrone 2,3-diPi 497→374 32 A ＊
4-Hydroxyestrone 3,4-diPi 497→374 32 A ＊
2-Hydroxyestradiol 2,3,17- triPi 604→481 30 A ＊
4-Hydroxyestradiol 3,4,17- triPi 604→481 30 A ＊
Androstenedione non-derivatizede 289→108 25 H ＊
Testosterone 17-Pi 394→271（253） 20 A 26.7
Dihydrotestosterone 17-Pi 396→255（203） 20 G 32.9
Dehydroepiandrosterone 3-Pi 394→271（175） 20 A 30.9
5-Androstenediol 3,17-diPi 501→255 23 F ＊
Androsterone 3-Pi 396→124 19 C 31.6
Epiandrosterone 3-Pi 396→124 19 C ＊
Etiocholanolone 3-Pi 396→124 19 C 31.8
Epietiocholanolone 3-Pi 396→124 19 C ＊
Progesterone non-derivatized 315→109 20 H ＊
17α-OH-progesterone non-derivatized 331→108 25 H ＊
Pregnenolone 3-Pi 422→299（281） 10 A 38.6
17α-OH-pregnenolone 3-Pi 438→315（297） 10 A 29.9
Cortisol 21-Pi 468→450（309） 21 D 13.8
6β-Hydroxycortisol 6,21-diPi 589→466 21 A 10.9
Cortisone 21-Pi 466→ 78（265） 52 B 14.6
Corttexolone 21-Pi 452→434（293） 25 D 17.8
Corticosterone 21-Pi 452→434（192） 25 D 19.3
Dehydrocorticosterone 21-Pi 450→ 78（96） 52 B 16.9
Deoxycorticosterone 21-Pi 436→ 78（191） 52 B 23.5
Aldosterone 18-Et-21-Pi 494→448 15 E 20.2
TetrahydroA 3,21-diPi 559→436 38 A 27.3
TetrahydroB 3,21-diPi 561→438 41 A 27.9
TetrahydroE 3,21-diPi 575→452 25 A 24.4
TetrahydroF 3,21-diPi 577→124 35 C 23.6
Allo-tetrahydroF 3,21-diPi 577→124 35 C 21.8
Cortolone 3,20,21- triPi 682→559 20 A 24.8
β-Cortolone 3,20,21- triPi 682→559 20 A 26.6
Cortol 3,20,21- triPi 684→279 30 X 25.1β-Cortol 3,20,21- triPi 684→279 30 X 23.8
Abbreviations:ESi,electrosprayionization;SRm,selectedreactionmonitoring;CE,collisionenergy;tR,retentiontime;Pi,picolinate;tR,retentiontime.
aSomedatainthistablehavebeenobtainedinourpreviouspapers［55,56,58,70］．
bPatternsofprecursortoproductions.A:［m＋H］＋→［m＋H-picolinicacid］＋;B:［m＋H］＋→［C5H4N］＋;C:［m＋H］＋→［picolinicacid＋H］＋;D:［m＋H］＋→［m＋H-H2O］＋;E:［m＋H］＋→［m＋H-EtOH］＋;F:［m＋H］＋→［m＋H-2picolinicacid］＋;G:［m＋H］＋→［m＋H-picolinicacid-H2O］＋;H:［m＋H］＋→［C7H10OorC7H9O］＋;X:notidentiﬁed.cReversedphaseCadenzaCD-C18（250mm×3mmi.D.,3μm）wasemployed.initially,themobilephasewascomprisedofCH3CN-water（35:65,v/v）containing0.1%aceticacid,andthenprogrammedinalinearmannertoCH3CNcontaining0.1%aceticacidover40min.Theﬁnalmobilphasewaskeptconstantfor15min.Theﬂowratewas400μL,andthecolumnwasmaintainedat40℃．
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Table3. PositiveESi-SRmandHPLCdataofthepicolinylderivativeofeachsterol.a（ref.69,一部改変）
Steroids Derivatives SRmcondition RRTcTransition（m/z） CE（V） Pattern b
24S-Hydroxy-4-cholesten-3-one 24-Pi 528→146 24 A 0.30
25-Hydroxy-4-cholesten-3-one 25-Pi 528→146 24 A 0.37
27-Hydroxy-4-cholesten-3-one 27-Pi 528→146 24 A 0.42
7α-Hydroxy-4-cholesten-3-one 7-Pi 528→146 24 A 0.33
7β-Hydroxy-4-cholesten-3-one 7-Pi 528→146 24 A 0.36
5α-Cholesta8(9),14,24-trien-3β-ol 3-Pi 551→510 12 B 0.71
Cholesta-5,7,24-trien-3β-ol 3-Pi 551→510 12 B 0.79
Cholesta-5,8,24-trien-3β-ol 3-Pi 551→510 12 B 0.78
5α-Cholesta-7,24-dien-3β-ol 3-Pi 553→512 12 B 0.87
Zymosterol 3-Pi 553→512 12 B 0.86
Desmsterol 3-Pi 553→512 12 B 0.88
5α-Cholesta-8(9),14-dien-3β-ol 3-Pi 553→512 12 B 0.87
5α-Cholesta-6,8(9)-dien-3β-ol 3-Pi 553→512 12 B 0.83
7-Dehydrocholesterol 3-Pi 553→512 12 B 0.92
8-Dehydrocholesterol 3-Pi 553→512 12 B 0.91
Lathosterol 3-Pi 555→514 15 B 0.98
8-Lathosterol 3-Pi 555→514 15 B 0.98
Cholesterol 3-Pi 555→514 15 B 1.00
Coprostanol 3-Pi 557→516 14 B 0.91
Cholestanol 3-Pi 557→516 14 B 1.04
4-methyl-5α-cholesta-8(9),24-dien-3β-ol 3-Pi 567→526 12 B 0.89
4-methyl-5α-cholesta-8(9),14-dien-3β-ol 3-Pi 567→526 12 B 0.92
24S,25-Epoxycholesterol 3-Pi 569→528 12 B 0.53
7-Ketocholesterol 3-Pi 569→528 12 B 0.48
4-methyl-5α-cholest-8(9)-en-3β-ol 3-Pi 569→528 12 B 1.01
Campesterol 3-Pi 569→528 12 B 1.03
20α-Hydroxycholesterol 20-Pi 571→530 14 B 0.43
5β,6β-Epoxycholestanol 3-Pi 571→530 14 B 0.64
5α,6α-Epoxycholestanol 3-Pi 571→530 14 B 0.68
4,4-Dimethyl-5α-cholesta-8(9),14,24-trien-3β-ol 3-Pi 579→538 14 B 0.78
4,4-Dimethyl-5α-cholesta-8(9),24-dien-3β-ol 3-Pi 581→540 14 B 0.93
4,4-Dimethyl-5α-cholesta-8(9),14-dien-3β-ol 3-Pi 581→540 14 B 0.99
4,4-Dimethyl-5α-cholest-8(9)-en-3β-ol 3-Pi 583→542 14 B 1.04
Sitosterol 3-Pi 583→542 14 B 1.07
Sitostanol 3-Pi 585→544 14 B 1.11
Lanosterol 3-Pi 595→554 12 B 0.90
Dihydrolanosterol 3-Pi 597→556 15 B 1.01
27-Hydroxy-7-dehydrocholesterol 27-Pi 633→510 22 C 0.62
7β-Hydroxycholesterol 3,7-diPi 635→146 22 A 0.53
7α-Hydroxycholesterol 3,7-diPi 635→146 22 A 0.51
6-Hydroxycholesterol 3,6-diPi 635→146 22 A 0.63
4β-Hydroxycholesterol 3,4-diPi 635→146 22 A 0.76
22R-Hydroxycholesterol 3,22-diPi 635→512 22 C 0.55
22S-Hydroxycholesterol 3,22-diPi 635→512 22 C 0.48
24R-Hydroxycholesterol 3,24-diPi 635→512 22 C 0.56
24S-Hydroxycholesterol 3,24-diPi 635→512 22 C 0.57
25-Hydroxycholesterol 3,25-diPi 635→512 22 C 0.66
27-Hydroxycholesterol 3,27-diPi 635→512 22 C 0.71
5β-Cholestane-3α,7α-diol 3,7-diPi 637→514 22 C 0.49
7α,27-Dihydroxy-4-cholesten-3-one 7,27-diPi 649→146 28 A 0.17
7α,12α-Dihydroxy-4-cholesten-3-one 7,27-diPi 649→146 28 A 0.14
Cholestane-3β,7α,12α-triol 3,7,12- triPi 653→146 28 A 0.50
7α,27-Dihydroxycholesterol 3,7,27- triPi 756→510 20 D 0.31
5β-Cholestane-3α,7α,12α-triol 3,7,12- triPi 758→635 28 C 0.245β-Cholestane-3α,7α,12α,25-tetrol 3,7,12,25- tetraPi 879→756 20 C 0.12
Abbreviations:ESi,electrosprayionization;SRm,selectedreactionmonitoring;RRT,relativeretentiontime;CE,collisionenergy;Pi,picolinate.
aSomedatainthistablehavebeenobtainedinourpreviouspapers［67,68,69］．
bPatternsofprecursortoproductions.A:［m＋Na］＋→［picolinicacid＋Na］＋;B:［m＋Na＋CH3CN］＋→［m+Na］＋ ;C:［m＋Na］＋→［m＋Na-picolinicacid］＋;D:［m＋Na］＋→［m＋Na-2picolinicacid］＋.
cRRTareexpressedrelativetotheretentiontimeofcholesterol3β-picolinate.PolarendcappedC18column,HypersilGOLDaQ（150mm×2.1mmi.D.,3μm）wasemployed.initially,themobilephasewascomprisedofCH3CN-meOH-water（40:40:20,v/v/v）containing0.1%aceticacid,andthenprogrammedinalinearmannertoCH3CN-meOH（50:50,v/v）containing0.1%aceticacidover40min.Theﬁnalmobilphasewaskeptconstantfor2min.Theﬂowratewas300μL,andthecolumnwasmaintainedat40℃.
基に対する誘導体化試薬の反応性において，官能
基特異性が高いもの多く，ステロイドのフェノー
ル性水酸基とアルコール性水酸基を同時に，かつ
定量的に誘導化でき，生成物が単一のクロマトグ
ラムを示す誘導体がほとんどないのが現状である．
著者らは，ステロイドの水酸基をターゲットとした
誘導体としてPAエステルを見いだしたが，この誘
導体化はエストロゲン，アンドロゲン，コルチコス
テロイドおよびステロール類など，ステロイド水酸
基全般に適用でき，水酸化ステロイドの targeted
steroidomics 解析法の構築に有用な方法と考えられ
る．これまでの研究の結果，現時点でTable2 およ
び 3に示したステロイド，ステロール類の一斉分析
が本誘導体化によって可能となり，69,70）分析可能な
ステロイド分子種は日ごとに増加している．PAエ
ステル誘導体化によるエストロゲン，アンドロゲ
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山下　幸和
Fig.10.Representativeselectedreactionmonitoringchromatogramsobtainedfromauthenticoxysterols（A),1mgprotein
ofthemicrosomalfractionfromanormalratliver（B),and5μLofserafromanomalvolunteer（C）andapatientwith
cerebrotendenousxanthomatosis（D）．67）
ンおよびC21-ステロイド 15 種ならびにヒト血清中
のオキシステロール 7種の一斉分析への応用例を
Fig.10 68）および Fig.11 70）に示した．15 種のステ
ロイドはおおむね 15 分，オキシステロール類は 24
分で分離定量できることが示されている．
おわりに
著者らは，ステロイド水酸基のプロトン親和性
誘導体化に幅広く応用できる試薬として，ピリジ
ンカルボン酸類を選択し，ステロイドの各種ピリ
ジンカルボン酸類（PA，3-me-PA，6-me-PA，
fusaricacid:FA，nicotinicacid:NA，isonicotinic
acid:iNA，2-meO-NA）のエステルを調製して
ESi-mS における挙動について精査したところ，
ESi-マススペクトル上，プロトン化分子（または
アセトニトリルやナトリウム付加イオン）を基準
ピークとして与えた．プロトン化分子およびその
他の付加分子の出現強度や頻度，そしてこれらを
プリカーサーとする SRmでの感度は，ピリジン環
のプロトン親和力に相関すると考えられるが，未
だ推測の域を出ない．
これまで検討したピリジンカルボン酸エステル
の中で，ステロイド水酸基への反応性，プロトン
化分子の出現頻度およびHPLCの逆相モードにお
ける質量分布比や検出感度などを総合的に評価す
ると，PAエステルが最も優れており，この誘導体
化を中心に，血清中や尿中に存在が推定されるで
きるだけ多くのステロイド分子を一斉に分析し得
る targetedsteroidomics 解析法を構築中である。
Δ5-3β-OH基に対して，PAエステル誘導体は，他
のステロイドのように期待した感度が現在得られ
ていないが，FAエステル誘導体 71）とすることに
より，この問題は解決されることから，PAエステ
ル誘導体に加え，FAエステルもさらなる targeted
steroidomics 解析の感度向上に有用な誘導体として
期待が持てる．以上述べた誘導体化に関する総説
は成書を参照されたい．70,72）
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